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摘要 : S5 XXX BI (Aflatoxin Bl, AFBI) 是 一 种 毒性 强 、 污 染 广 的 真菌 毒素 ， 建 立 高 
效 、 准 确 、 快 速 的 AFB1 检测 方法 具有 重要 意义 。 利 用 噬 菌 粒 -辅助 噬菌体 展示 系统 构建 单 
链 抗体 (single chain variable fragment，scFv) 文 亩 ,应 用 “ 淘 选 - 洗 脱 ”的 策略 ， 是 筛选 高 亲 和 配 
体 的 常用 方法 之 一 。 同时 结合 同 源 建 模 和 分 子 对 接 等 计算 机 辅助 手段 ,分 析 得 到 抗体 与 抗原 
的 结合 位 点 与 关键 和 氨基酸， 为 在 基因 水 平 改造 抗体 提供 基础 。 本 研究 从 AFBI-BSA 免疫 小 
和 鼠 的 脾 细 胞 内 扩 增 重 链 可 变 区 和 轻 链 可 变 区 ,将 组 合成 的 scFv 片段 插入 噬 菌 粒 pCANTAB5e 
中 ， 构 建 了 噬菌体 展示 单 链 抗体 文库 ， 以 不 同 浓度 的 AFBI-OVA 作为 抗原 ， 从 文库 中 筛选 
到 一 株 亲 和 力 较 好 的 抗 AFB1 单 链 抗体 scFv， 其 亲 和 常 数 为 8x105L/mol; 根据 同 源 建 模 和 
分 子 对 接 发 现 ， 与 抗原 AFB1 结合 时 ，scFv 中 Tyr33、Ser52 和 Tyr102 起 关键 作用 ， 分 别 以 
n-nJt455E. AAIE y 5 AFBI 结合 。 

关键 词 : AAFAA BIS 单 链 抗体 ; 噬 菌 粒 - 辅 助 噬菌体 展示 ; 同 源 建 模 ; 分 子 对 接 


黄 曲霉 毒 素 B1 (Aflatoxin B1，AFB1) 是 一 种 毒性 强 、 污 染 广 的 真菌 毒素 ， 
主要 由 黄 曲霉 菌 (A. flavus). FEBE CA. parasiticus) 产生 ， 常 污染 于 大 麦 、 
EE EX AR KESKEN, 已 被 国际 癌症 研究 机 构 CInternational Agency 
for Research Center, IARC) 列 为 I 类 致癌 物质 中 CIARC 1993) 。AFB1 稳定 性 
好 ， 普 通 的 亮 饪 加 工 难以 使 其 降解 ， 因 此 建立 高 效 、 准 确 、 快 速 的 AFB1 检测 方 
法 尤为 重要 。 免疫 分 析 方 法 是 一 类 基于 抗原 抗体 特异 性 反应 快速 检测 方法 ， 具有 
检测 通 量 高 、 灵 敏 度 高 、 操 作 简 单 快速 等 优点 ， 已 经 广泛 应 用 在 食品 和 环境 中 
AFBI 的 检测 中 。 抗 体 作 为 免疫 分 析 的 核心 试剂 ， 其 理化 性 质 和 杀 和 性 直接 影响 
着 免疫 分 析 方 法 的 灵敏 度 。 其 中 , 单 克隆 抗体 和 多 克隆 抗体 作为 经 典 的 抗体 类 型 ， 
已 经 成 功 的 用 于 AFBI 的 检测 B53。 但 是 这 些 抗 体 分 子 量 大 、 免 疫 原 制备 复杂 、 
受 动物 个 体 的 影响 大 等 &1， 导 致 研发 成 本 高 、 批 次 间 差 异 大 等 问题 。 而 以 单 链 
抗体 (single chain antibody fragment，scFv) 为 代表 的 基因 工程 抗体 ， 其 分 子 量 小 
C28KD) 、 对 试验 动物 的 依赖 小 ， 可 以 利用 基因 工程 的 方法 体外 改造 提高 亲 和 
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力 ， 从 而 降低 了 抗体 制备 的 难度 ， 是 一 类 有 应 用 前 景 的 抗体 四 。 

目前 ， 制 备 scFv 一 般 有 两 种 途径 ，1) 提取 阳性 单 克 隆 杂 交 瘤 细胞 的 RNA, 
体外 利用 柔性 接头 将 其 重 链 可 变 区 VH 和 轻 链 可 变 区 VL 连接 ， 虽 然 避 免 了 文库 
构建 和 筛选 等 繁琐 的 步骤 ， 但 此 法 制备 的 scFv 亲和力 与 原单 克隆 细胞 株 相 比 明 
显 降低 四，2) 制备 免疫 原 免 疫 小 鼠 ， 从 免疫 小 鼠 的 脾 细胞 中 提取 RNA， 通 过 特 
异性 引物 扩 增 其 VH 和 VL 片段 ,构建 基于 叭 菌 体 展示 技术 的 单 链 抗体 文库 005， 
通过 “ 淘 选 -特异 性 洗 脱 ”的 方式 ， 从 文库 中 淘 选 得 到 高 亲和力 的 scFv 抗体 。 基 于 
只 菌 粒 -辅助 噬菌体 展示 系统 是 近年 来 应 用 最 广泛 的 噬菌体 展示 体系 之 一 ， 只 菌 
粒 载 体 基 因 组 较 小 、 易 于 操作 , 有 利于 较 大 蛋白 的 表达 , 避免 了 较 大 的 外 源 DNA 
插入 哈 菌 体 基因 组 而 影响 哈 菌 体 自身 的 生命 活动 ; 噬 菌 粒 载体 和 辅助 噬菌体 抗 性 
不 同 ， 有 利于 筛选 出 同时 含有 哈 菌 粒 载体 和 辅助 蜂 菌 体 的 细胞 中， 哈 菌 粒 -辅助 
噬菌体 系统 依然 可 以 将 DNA. 序列 与 外 源 蛋白 联系 起 来 ， 便 于 进行 后 续 基因 改造 
和 体外 亲和力 成 熟 等 研究 。Daly 等 03 通 过 特异 性 扩 增 VH 和 VL 片段 , 构建 了 基 
于 哈 菌 粒 -辅助 哈 菌 体 展示 系统 的 抗 AFB1 scFv 文库 ， 库 容量 为 10"cfu/ug。 同 时 
结合 计算 机 模拟 和 分 子 对 接 的 方法 ， 可 以 得 到 与 scFv 同 源 的 三 维 空间 结构 ， 并 
找 出 与 抗原 结合 的 关键 氨基 酸 ， 为 抗体 体外 亲和力 成 熟 提供 基础 。Hu 等 0 发现 
其 以 噬菌体 展示 获得 的 一 株 高 亲和力 抗 伏 马 菌 素 B1 scFv, REAR Bl BUNT 
体形 成 的 空 腔 中 ;借助 同 源 建 模 和 分 子 对 接手 段 , 在 抗 AFB1 scFv 的 H44 和 L100 
之 间 加 入 二 硫 键 增加 了 scFv 稳定 性 而 不 影响 其 亲和力 05。 

本 研究 以 AFBI 为 研究 对 象 ,选择 抗 血清 效 价 高 的 免疫 小 鼠 ， 通 过 设计 特异 
性 引物 扩 增 VH 和 VL KER, 构建 基于 只 菌 粒 -辅助 噬菌体 系统 的 抗 AFB1 单 链 抗 
体 文库 ， 利 用 “结合 - 洗 脱 ”的 淘 选 策略 从 文库 中 筛选 抗 AFB1 单 链 抗体 ， 并 分 析 
该 scFv 基本 性 质 ， 同 时 辅助 同 源 建 模 和 分 子 对 接 的 手段 ， 构 建 了 AFB1 与 scFv 
结合 模型 ， 找 出 关键 结合 位 点 氨基 酸 ， 为 后 续 scFv 的 性 质 优化 、 体 外 亲和力 成 
熟 等 提供 实验 指导 。 
1. 材 料 与 方法 
1.1 主要 仪器 和 试剂 

6 周 龄 雌性 Balb/c 小 鼠 〈 湖 北 省 实验 动物 研究 中 心 ) ; Ecoli TG1、 载 体 
pCANTABSe (北京 宝 科 维 食 安生 物 技 术 有 限 公 司 ) ; 辅助 噬菌体 MI13KO7、HRP 
标记 anti-M13 抗体 (美国 GE 公司 ) ; Easy Taq 酶 、DNA Marker、 限 制 性 内 切 


酶 ST. NotI, Ndel 和 XhoI C9 EF] New England Biolab 公司 ); TRIzol&Reagent RNA 
提取 试剂 盒 〈 美 国 Thermo 公司 ) ~ QIAGEN Plasmid Mini Kit, QlAquick Gel 
Extraction Kit CS E] QIAGEN 公司) ; AFBI 标准 品 〈 美 国 sigma 公司 ) ; 
RevertAidTM cDNA 单 链 合成 试剂 盒 GEB] Roche 公司 ) ; 其 它 有 关 试 剂 均 为 国 
产 分 析 纯 。 

T100' Thermal Cycler PCR 仪 、 凝 胶 成 像 系统 分 析 仪 (美国 Bio-Rad 公司 ); 
Biorad 5810R 冷冻 高 速 离心 机 (德国 Eppendorf 公司 ) ; 
1.2 实验 方法 
1.2.1 动物 免疫 

初 免 时 , 将 AFB1-BSA 与 等 量 的 弗 氏 完全 佐 剂 乳化 , 采用 背部 皮下 多 点 注射 
的 方式 免疫 小 鼠 ， 间 阳 30 d 后， 以 同等 剂量 的 免疫 原 与 等 量 弗 氏 不 完全 佐 剂 乳 


化 ， 免 疫 剂 量 均 为 50 ng/ 只。 每 次 免疫 后 的 第 10 d， 断 尾 取 参考 文献 09 测定 
抗 血 清 效 价 。 
1.2.2 scFv 的 扩 增 与 拼接 


选取 效 价 最 高 的 小 鼠 ， 利 用 TRIzol*Reagent 提取 其 脾脏 的 RNA， 用 液 氮 将 
脾脏 磨 成 粉 状 后 ， 加 入 1 mL 的 Trizol 试剂 混合 均匀 ， 于 室温 下 静止 30 min, 4 
粉末 完全 溶解 后 加 入 300 HL 的 三 氧 甲 烷 ,， 混 合 均 匀 后 静止 10 min，14000 rpm ES 
心 15 min, 将 500 uL. 上 清 转 移 至 无 菌 离心 管 ， 再 加 入 800 uL 的 异 丙 醇 ， 静 止 10 
min, 14000 rpm 离心 15 min, H 70% 乙 醇 悬 浮沉 淀 两 次 ， 离 心 后 加 入 50 uL 的 
DEPC 处 理 过 的 无 菌 水 溶解 RNA, 取 少量 RNA 测定 浓度 和 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 

以 mRNA 为 模板 ， 反 转录 生成 cDNA,， 以 1hL cDNA 为 模板 , 参照 沈 倍 奋 [7 
设计 特异 性 引物 扩 增 VH 和 VL 基因 ， 以 等 量 的 VH 和 VL 基因 片段 互 为 模板 ， 

进行 第 一 轮 融 合 PCR， 使 其 随机 拼接 为 scFv 基因 ，PCR 反应 条 件 参 考 文 献 [7， 
反应 完成 后 ， 于 体系 中 加 入 带 SAI 酶 切 位 点 (识别 序列 GGCCCAGCCGGCC) 
的 VH5’ 端 引物 以 及 带 Noff 酶 切 位 点 (识别 序列 GCGGCCGC) 的 VL3’ 端 引物 ， 
进行 第 二 步 PCR 扩 增 。 

1.2.3 噬菌体 抗体 库 的 构建 、 鉴 定 与 淘 选 

用 限制 性 内 切 酶 SfI 和 Nodl 对 scFv 基因 与 质粒 pCANTABSe 进行 双 酶 切 ， 
经 T4 DNA 连接 后 转化 至 感受 态 EE coliTG1 细胞 中 ， 取 100 uL 培养 液 涂 布 于 
2xYT 国体 培养 基 〈 氮 荃 青霉素 100 ug/mLO 。 根 据 平板 上 的 菌落 数 ， 推 算 抗 体 


库 的 库容 ， 随 机 挑 取 单 克 隆 测序 鉴定 。 
阳性 噬菌体 的 淘 选 和 扩 增 参考 文献 1， 以 100 uL 20 ug/mL AFBI-OVA 包 被 
96 孔 酶 标 板 ，4 °C 过 夜 ， 次 日 弃 包 被 液 ，PBST 洗 板 3 次 。 用 2% 脱 脂 牛 奶 封闭 ， 
PBST 洗 板 3 次 。 加 入 100 uL 叭 菌 体 抗体 库 ，37 °C EE 2h, PBST 洗 板 10 次 ， 
EF. JHA 200 uL Gly-HCI 缓冲 液 ，37 °C 轻柔 振荡 洗 脱 6 min， 立 即 加 入 25 uL 
Tris-HCl. 绥 冲 液 (pH8.9) 中 和 洗 脱 液 ,收集 洗 脱 液 感 染 E.coli TG1C(ODeoonm=0.4)， 
部 分 用 来 测定 滴 度 ， 其 余 的 噬菌体 用 PEG/NaCl 溶液 沉淀 扩 增 哈 菌 体 ， 进 行 下 
一 轮 淘 选 。 重 复 上 述 “ 淘 选 - 定 集 ”4 次 ， 包 被 抗原 AFBI-OVA 浓度 分 别 为 20 
ug/mL ~ 20 ug/mL ~ 10 ug/mL. 10 ug/mL. 
1.2.4 scFv "E B E Yo EB A026 3E € 5 EANA 
从 第 5 轮 测定 洗 脱 噬菌体 浓度 的 抗 性 平板 上 分 别 挑 取 46 个 单 克隆 ,用 phage 
ELISA 检测 : AFB1-OVA( 包 被 缓冲 液 稀释 ) 4°C 包 被 过 夜 ，3% 脱 脂 牛 奶 封闭 2h， 
PBST Dt US BF, IARAA LEE E38, PBST 洗 板 3 次 后 加 入 HRP 
标记 的 anti-M13 Zù, IFA 1h 后 加 入 TMB 底 物 显 色 ， 读 取 450nm 处 吸光 值 。 
根据 参考 文献 (9 定义 待 测 样品 的 OD4sonm 值 为 P; 阴 性 对 照 的 ODasonm 值 为 NN， 
当 P/N>2.1 时 判定 为 阳性 克隆 ，P/N=1.5 为 阴性 克隆 。 
提取 阳性 哈 菌 体 克隆 的 质粒 ， 以 pCANTABSe 的 通用 引物 S1 和 Se 测定 其 
DNA 序列 。 
1.2.5 阳性 scFv 原核 表达 与 纯化 
设计 带 有 Ndel 和 Xhol 酶 切 位 点 及 His-Tag 的 PCR 引物 扩 增 阳性 seFv， 与 
pET-30a 质粒 连接 构建 pET-30a-scFv 重组 质粒 ， 验 证 后 转 入 感受 态 E. coli BL21 
(DE3) 中 诱导 表达 。 待 菌 液 OD6oonm 在 0.6-1.0 之 间 时 ， 加 入 终 浓 度 为 1 mM 的 
IPTG， 于 18 进行 诱导 表达 16 h。 收 集 菌 体 进 行 超声 波 破碎 ， 菌 液 离心 后 沉淀 
中 加 入 PBS 缓冲 液 混 匀 ， 冰 浴 环 境 下 超声 破碎 ， 条 件 为 2s on、2 s off, 功率 100 
W、 时 间 30 min。 离 心 后 ， 上 清 液 用 Ni-NTA 进行 纯化 ， 采 用 SDS-PAGE 分 析 蛋 
白 表 达 情 况 。 
1.2.6 scFv 性 质 表 征 
通 过 ExPASy 网 站 的 Protparam tool $% 件 


| 


T 


Chttps://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam ) 在 线 预 测 抗 AFB1 scFv 的 理 
论 分 子 量 、 等 电 点 、 热 稳定 指数 、 消 光 系 数 及 平均 杀 水 性 等 性 质 参 数 。 


测定 抗体 柔和 常数 的 方法 有 很 多 , 不 同方 法 测定 的 杀 和 常数 值 也 有 一 定 的 差 
异 。 本 研究 在 测定 单 链 抗体 滴 度 的 基础 上 , 参考 BeattyE9 测 定 抗体 亲和力 常数 的 
方法 ,对 单 链 抗体 的 亲 和 常 数 进行 了 计算 ,其 原理 为 : 在 酶 标 抗原 浓度 不 变 的 情 
况 下 对 抗体 进行 梯度 稀释 ， 设 定 抗 体 浓度 很 高 时 与 酶 标 抗原 的 结合 率 为 100%， 
则 结合 率 为 50% 所 对 应 的 抗体 浓度 的 倒数 值 即 为 亲和力 。 抗 体 杀 和 常数 计算 公 
式 : 


a AMA FT E 人 
RAE A K = Euis (其 中 抗体 浓度 单位 为 mg/mL) 
滴 度 x 抗体 浓度 


1.2.6 同 源 建 模 与 分 子 对 接 

在 分 子 建 模 服务 系统 SWISS-MODEL Chttp://swissmodel.expasy.org/) 中 输入 
scFv 的 氨基 酸 序 列 ， 通 过 序列 比 对 ， 找 到 与 目标 蛋白 相似 性 较 高 并 具有 已 知 结 
构 的 序列 作为 模板 。 使 用 DS 软件 中 的 Align Structures (MODELER ) 命令 ， 对 
模板 进行 结构 比 对 。 使 用 Align Multiple Sequences 命令 将 推定 的 scFv 的 氨基 酸 
序列 与 比 对 后 的 模板 进行 对 比 。 使 用 Build Homology Models 命令 进行 同 源 建 模 。 
选择 PDF Total Energy 数值 最 小 的 模型 作为 初始 模型 ,使 用 Model Antibody Loops 
命令 对 抗体 的 可 变 区 进行 优化 得 到 最 终 模 型 。 使 用 Ramachandran Plot 命令 绘制 
拉 氏 图 ， 对 最 终 模型 进行 评价 。 

通过 PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#opennewwindow ) 下 载 AFB: 
的 3D 结构 。 使 用 Dock Ligands 命令 将 scFv 与 AFBi 进行 分 子 对 接 。 使 用 
Receptor-Ligand Hydrogen Bonds 和 Receptor-Ligand Bumps 命令 预测 分 子 间 的 作 
用 力 。 使 用 Draw Ligand Interaction Diagram 命令 绘制 2D 分 子 间作 用 力图 。 分析 
scFv 与 AFBI 的 结合 作用 和 关键 结合 位 点 。 


2. 结 果 与 分 析 
2.4 VH 和 VL 基因 的 扩 增 及 scFv 的 组 装 

小 鼠 五 免 后 血清 效 价 为 2x106， 提 取 其 脾 细胞 总 RNA， 以 该 RNA 为 模板 ， 
反 转 录 后 特异 性 扩 增 VH 和 VL 基因 片段 ， 均 扩 增 得 到 单一 特异 性 条 带 ， 回 收 
VH 和 VL 基因 片段 后 , 定向 扩 增 VH-linker-VL 构建 单 链 抗体 基因 , 大 小 为 750bp 
左右 ， 结 果 如 图 1， 基 因 片 段 大 小 与 理论 值 相 符 。 
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1 可 变 区 VH 与 VL 基因 扩 增 与 scFv 构建 
Fig.1 Amplifying VH and VL gene and construction of scFv 


2.2 抗 AFB1 IERI US EI LU C EE BIA RE E318 3 

Wi ERR Hs KU UR» OEC ARTE SE HH EE scFv 抗体 库容 约 为 Sx106 
cfu/mL, 4 B Pj GER Jg 348 Jr f S81] i DR] AJ ziv scFv 文库 库容 量 为 2x1083 pfu/mL. 
本 研究 得 到 的 抗体 文库 库容 比 报道 的 文献 低 了 2-3 个 数量 级 0519， 库 容量 是 评价 
文库 质量 的 重要 指标 之 一 ， 也 是 能 否 淘 选 到 阳性 克隆 的 重要 条 件 之 一 。 

5 轮 淘 选 后 ， 测 定 每 轮 投入 和 洗 脱 的 唉 菌 体 的 滴 度 ， 如 表 1 Hr. BECHER 
的 增加 ， 第 五 轮 旬 选 后 捕获 的 吹 菌 体 与 第 一 轮 相 比 ， 富 集 了 6.96 倍 。 从 5 tn 
选 后 的 平板 上 随机 挑 取 92 个 单 菌 落 ， 用 phage ELISA 测定 培养 后 上 清 液 与 抗原 
的 结合 能 力 ， 以 P/N 值 ( 阳 性 孔 OD 值 /阴性 孔 OD 值 )>2.1 判定 为 阳性 克隆 。 经 
测定 后 ， 共 得 到 13 株 阳 性 克隆 。 提取 质粒 后 测序 ，13 株 阳性 克隆 均 为 同一 DNA 
序列 ， 翻 译 成 氨基 酸 序 列 (图 2) ， 黑 色 划 线 部 分 为 VH 与 VL 的 Linker， 将 该 


阳性 序列 命名 为 scFv。 


表 1 feo Rmo pi AFB1 哈 菌 体 单 链 抗体 的 富 集 
Table 1. The enrichment of phage display anti-AFB' scFv by immunoaffinity panning 


筛选 次 数 AFBi-OVA 浓度 MEE Ps Nh VE TL P i8 c e [E 3 
Cug/mL) (cfu/mL) (cfu/mL) 
1 20 2.1x105 5x10? 一 
2 20 1.3x1013 9x10? 2.875 
3 20 1.5x10B 1.2x103 1.153 
4 10 2.5x105 1.6x10? 0.8 
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10 1.8x1055 3x10 2.61 
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EDTAVYYCVRSLPYYFDYWGOGTILTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPALMSASPGERVTMTCSASSSLSYIHWYQOKSGTSPKRW 
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IYDTSKLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTITSMEAEDAATYYCQOWNSNPPTFGAGTKLEIKR (VL) 


2 Pi AFBI scFv 的 氨基 酸 序列 〈 划 线 处 为 linker) 
Fig.2 Amino acid sequences of anti-AFB1 scFv (underlined part was the Linker sequence) 
2.3 抗 AFBI scFv 的 重组 表达 性 质 分 析 
重组 表达 载体 pPET30a-scFv 构建 后 ， 转 入 E. coli BL21 (DE3) 中 诱导 表达 ， 
采用 SDS-PAGE 分 析 脱 盐 纯化 后 的 重组 蛋白 scFv 的 表达 情况 。 结 果 如 图 3, scFv 
表达 的 分 子 量 约 为 28kDa， 是 可 溶性 表达 。 


(kDa) 
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25 


图 3 scFv-A/B 纯化 后 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig.3 SDS-PAGE analysis for expression of scFv-A/B 
M: 蛋白 Marker 1: 纯化 后 的 scFv 


用 Protparam tool 软件 在 线 预 测 抗 AFB1 scFv 的 理论 分 子 量 、 等 电 点 、 热 稳 
定 指数 、 消 光 系 数 及 平均 亲 水 性 等 性 质 参 数 。 结 果 表 明 : Hi AFB1 scFv 理论 分 子 
量 为 25.8 kDa， 理 论 等 电 点 为 8.56， 亲 水 系数 《GRAVY) 为 -0.366， 负 值 表示 具 
有 亲 水 属性 。 不 稳定 系数 为 54.93， 稳 定性 欠 佳 ， 这 也 是 scFv 应 用 受到 限制 的 主 
要 原因 之 一 M31。 通过 亲和力 测定 , 按照 其 计算 公式 计算 , scFv 的 亲 和 常 数 为 8x105 
L/mol。 


2.4 scFv 的 生物 信息 学 分 析 
2.4.1 scFv 的 同 源 建 模 与 分 子 对 接 


通过 同 源 建 模 及 抗体 Loop 环 优化 ， 获 得 了 scFv 的 3D 结构 模型 ， 如 图 4A. 
葛 色 标识 的 部 分 为 重 链 区 , 红色 标识 的 部 分 为 轻 链 区 。 重 链 区 和 轻 链 区 共同 形成 
了 一 个 口袋 区 ， 推 测 其 具有 与 抗体 高 度 结 合 的 可 能 性 。 


图 4 scFv-AFB: 三 维 模型 图 CA) 及 与 AFBI 的 分 子 对 接 结构 图 (B) 


Fig.4 3D model of anti-AFB1 scFv (A) and its molecular docking model with AFB; (B) 


同时 , 拉 氏 图 结果 表明 ，scFv 的 3D 结构 模型 中 氨基 酸 空间 取 问 不 合理 的 频 
率 为 13/226(5.7%) ， 处 在 优秀 模型 的 区 间 <10%， 判 断 为 高 质量 拉 氏 图 ， 因 此 
所 建 三 维 模型 合理 。 且 空间 取向 不 合理 的 氨基 酸 大 部 分 为 连接 重 链 与 轻 链 的 链接 
肽 上 ， 此 类 氨基 酸 的 空间 取向 对 分 子 对 接 结果 的 影响 甚 微 。 

根据 构建 的 3D 结构 及 下 载 的 小 分 子 模型 ， 模 拟 了 两 者 结合 时 的 空间 构象 。 
scFv 与 AFB1 的 结合 位 点 为 重 链 上 的 Tyr33、Ser52 和 Tyr102， 与 Tyr33 的 结合 
JixXgmnadt4UuUE, 5; Ser52 的 结合 方式 为 氧 键 ， 与 Tyr102 的 结合 方式 为 x-n 共 罗 
键 及 范 德 华 力 ， 如 图 4B 和 图 5。 
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图 5 scFv-AFBi 分 子 对 接 2D 图 
Fig. 5 2D molecular docking model scFv and AFB: 


3. 讨 论 
哈 菌 体 抗体 库 是 制备 抗体 常用 的 技术 之 一 ， 本 实验 通过 免疫 小 鼠 ， 扩 增 其 抗 
体 可 变 区 基因 ， 构 建 抗 AFB; 单 链 抗 体 基因 文库 ， 库 容 为 10 数量 级 ， 库 容 较 小 ， 
可 能 是 由 于 采用 CaCl 化 学 转化 ， 因 此 后 续 可 尝试 采用 电 穿 筷 法 进行 转化 ， 减 少 
建 库 过 程 中 单 链 抗体 基因 的 损失 ， 以 提高 转化 效率 和 库容 量 20;， 同时 利用 
Cre-LoxP 体内 重组 体系 统 构建 噬菌体 抗体 库 也 是 提高 库容 的 有 效 方法 之 一 , f 
等 3 通过 在 初级 库 中 引入 Cre-LoxP 同 源 重组 系统 ， 使 得 不 同 抗体 基因 之 间 互 相 
自由 组 合 ， 库 容 和 多 样 性 翻 倍 ， 获 得 了 10! 数量 级 的 哄 菌 体 抗体 库 。 

单 链 抗体 的 优势 在 于 分 子 量 较 小 ， 只 有 普通 抗体 的 14， 溶 解 性 和 组 织 渗透 
性 也 更 好 。 在 本 研究 中 ， 从 哈 菌 体 展示 抗体 文库 中 经 过 五 轮 第 选 得 到 一 株 亲 和 力 
较 高 的 单 链 抗体 scFv， 亲 和 常 数 为 8x105 L/mol, 与 参考 文献 C3: 汐 比 对 略 低 ， 可 能 
是 由 于 将 抗体 VH 和 VL 通过 短 肽 连接 形成 ,亲和力 往往 比 原始 抗体 差 中 。 体 外 
改造 抗体 亲 和 成 熟 是 一 种 非常 高 效 的 提高 抗体 亲和力 的 方法 2%1, 体外 杀 和 成 熟 通 
常 有 以 下 几 种 方式 : 错误 倾向 PCR (error-prone PCR) 引进 点 突变 PC; 重组 改造 
与 抗原 结合 起 主要 作用 的 CDR 区 域 ， 对 抗体 的 CDR3 区 域 进行 重组 可 极 大 提高 
抗体 亲和力 Ps， 对 CDR3 区 氨基 酸 序 列 的 随机 化 ， 也 在 一 定 程度 上 也 提高 了 抗体 
合成 文库 的 多 样 性 及 容量 ， 经 过 CDR3 改造 的 文库 库容 可 达 10 以 上 P9， 链 替换 
技术 ， 孙 丽 娜 等 B9 通 过 置换 轻 链 可 变 区 ， 构 建 重 链 置换 抗体 库 筛 选 得 到 特异 性 结 


合 狂 犬 病 毒 糖 蛋白 人 源 抗体 的 亲和力 达到 10? 数 量 级 ，DNA 改组 ， 有 研究 者 B11 
联合 采用 error prone-PCR 和 DNA 改组 技术 随机 突变 抗 肝 癌 单 链 抗体 的 重 链 和 轻 
链 可 变 区 ,得 到 的 抗体 不 仅 保 持 了 原始 抗体 的 特异 性 ， 同 时 亲和力 提高 了 2 倍 以 
Es 


同时 , 文库 来 源 、 构 建 方法 及 抗体 类 型 等 均 会 在 一 定 程度 上 影响 抗体 与 AFB1 
的 结合 方式 和 结合 能 力 ( 表 2) B2353。 利 用 同 源 建 模 对 scFv 的 三 级 结构 进行 预测 ， 
再 将 scFv 的 3D 结构 与 AFBi 模型 进行 分 子 对 接 ， 优 化 后 得 到 最 为 稳定 的 对 接 结 
构 ， 根 据 对 接 的 3D 和 2D 图 可 以 清楚 地 找 出 scFv 在 与 抗原 AFB 结合 过 程 中 起 
关键 作用 的 氨基 酸 ， 以 及 抗原 抗体 的 结合 方式 。 本 研究 后 续 可 以 利用 定点 饱和 突 
变 技 术 对 该 scFv 进行 体外 亲和力 优化 ， 通 过 对 关键 氨基 酸 进行 定点 突变 以 获得 
分 别 被 其 他 19 种 天 然 氨基 酸 所 代 丛 的 突变 子 ， 构 建 抗 AFBI 单 链 抗体 定点 饱和 
突变 库 ， 同 时 对 CDR3 区 所 基 酸 序列 进行 随机 化 ， 以 期 得 选 得 到 亲和力 较 好 的 
scFV， 为 生物 信息 学 在 抗 AFB1 抗体 筛选 领域 的 发 展 提供 有 利文 撑 。 


表 2 不 同类 型 的 抗体 与 AFB1 结合 方式 的 比较 
Table 2 Comparison of the binding mode of different antibodies to AFB1 


抗体 名 称 | 抗体 类 型 构建 方法 与 AFB1 的 结合 方式 参考 文献 
Nb-G8 纳米 抗体 莹 菌 体 展示 纳米 | Thr32. Ile33. Phe49. Typ54 . Tyrl06 和 Valll2 等 氨基 酸 残 [32 
抗体 免疫 文库 基 可 能 直接 参与 抗原 识别 表 位 的 形成 
scFv-H4 单 链 抗 体 ^ Tomlinson HJ X | AFBI 主要 被 轻 链 上 的 Ala91. Pro95. Phe98 和 重 链 上 的 Lys96、 [33 
库 Thr97. His95 KRAKE, SUKMA Asp 之 间 形 成 氧 键 
1C11 单 克 隆 抗体 | 杂交 瘤 细 胞 株 1C11 重 链 上 的 Ser49 和 Phe103 以 氧 键 与 疏水 作用 与 AFB1 结合 [34 
scFv 单 链 抗体 | 抗 AFB1 单 克隆 抗 | 在 三 级 结构 中 连接 肽 将 VH 和 VL 区 域 牵 拉 而 相互 靠近 , 形成 典 [35 
体 杂 交 瘤 细胞 株 | 型 沟 档 结构 ， 是 scFv 的 抗原 结合 区 域 
scFv 单 链 抗体 | METRDORI- SEU | 与 抗原 AFBI 结合 时 ，scFv 中 Tyr33. Ser52 和 Tyr102 起 关键 作 | ”本 研究 
本 展示 系统 构建 | 用 ， 分 别 以 r-r 共 斩 键 、 氧 键 和 范 德 华 力 与 AFB1 结合 
的 单 链 抗体 文库 
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Screening of Anti-Aflatoxin B1 ScFv 
Based on Phage Display Technology and 
Analysis of Its Protein Structure 


PANG Qian CHEN Jing WANG Xiao-hong WANG Jia* 
(College of Food Science and technology, Huazhong Agricultural University, 430070, Wuhan, Hubei) 
Abstract: Aflatoxin B1 (AFB1) is a mycotoxin which has highly toxic and highly polluted. It is of 
great significance for AFB1 to establish an efficient, accurate and rapid detection method. 
Phagemid/helper phage system is one of the most common used system for single-chain antibody 
fragment(scFv) libraries construction. The "panning-elution" strategy is an effective method for 
screening ligands with high affinity. Combined with homology modeling and molecular docking, 
the key amino acid binding sites between antibody and antigen were analyzed to provide the basis 
for genetically modifying antibodies. In this study, we amplified the heavy chain variable regions 
and light chain variable regions from the spleen cells of AFB1-BSA immunized mice. Then 
assembled scFv fragment was inserted into the phagemid pCANTABSe to construct a phage 
display single-chain antibody library. Using different concentrations of AFB1-OVA as a coating 
antigen, anti-AFB1 scFv was isolated from this library, which affinity constant is 8x105 L/mol. 
According to homology modeling and molecular docking, Tyr33, Ser52, and Tyr102 play a key 


role in binding with AFB 1 under z-z conjugated bonds, hydrogen bonds, and van der Waals forces, 
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respectively. 
Key words: AFB1; single-chain antibody fragment; phagemid/helper phage display; homology 


modeling; molecular docking 


